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© Pharmazeutisches Mittel zur Behandlung des Diabetes mellitus. 

©Die Erfindung betrifft Arzneimittel aus einem b)einern Insulin der Formel I, in welcherR 1 HoderH-Phe 



physiologisch unbedenklichen TrSger und einer Wirkstoff- 
kombination aus 

a) einem Insulin-Derivat der Forme! I 



bedeutet R ao fur Ala, Thr Oder Ser steht und R*' OH bedeutet 
sowie deren Verwendung zur Behandlung des Diabetes 
mellitus. 
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in welcher R 1 H oder H-Phe bedeutet, R* fur den Rest einer 
neutralen L-Aminosaure steht und R" fur eine physiologisch 
unbedenkliche organische Gruppe basischen Characters mit 
bis zu 50 C-Atomen steht, mit einem isoelektrischen Punkt 
zwischen 5,8 und 8,5, und 
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HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT HOE 83/F 1 42 Dr.WS/cr 

r 

Pharroazeutisches Kittel zur Behandlung des Diabetes 
roellitus 

Diabetes mellitus ist eine Stof fwechselstorung , die als 
wesentliehes Symptom eineri erhohten Blutzuckerspiegel izeigt, 
Sie hat ihre Ur^aehe darin, da6 das pankreatische Horraon 
Insulin nicht in genugender Menge/.freigesetzt wird- Die 
5 Substitution des naturlichen. ; Hor{apns geschieht heute in der 
Regel durch tierisches Insulin; das aus Schlachttierdriisen 
isoliert wird Oder huraanes Insulin, das semisynthetisch aus. 
Schweineinsulin oder durch gentechnologische Methoden 
zuganglich ist. 

10 

Bei der Anwendung gentechnologischer Methoden wurden bisher 
zv/ei grundsatzlich verschiedene Wege eingeschlagen : die 
! getrennte Synthese von A- und B-Ketten und deren nachtrag- 

I liche chemische Rekombination , sowie die Synthese von 

15 Praprcinsulin, des naturlichen Vorlaufers des Insulins. 
Ira Proinsulin-Molekul sind A-^ und B-Kette durch ein Ver- 
bindungsstuck, das C-Peptid, verknupft. Dessen wichtigste 
Funktion ist nach gegenwartiger Vorsteliung die rauraliche 
Fixierung der beiden Ketten relativ zueinander, so dafi eine 

20 korrekte Faltung stattfinden kann. Nachdem die Faltung 

erTolgt ist, vjerden die drei Disulf idbrucken geknupft und 
daruit die native dreidimensionale Struktur des Insulins 
stabilisiert . Die Abspaltung deav : :C-Peptids erfolgt 
durch Enzyme rait tryptischer und . Carboxypeptidase-3-Aktivi- 

25 tat. Die Spaltstellen sind durch eine Sequenz Lys-Arg (vor 
dem N-Terminus der A-Kette) bzw. Arg-Arg (am C-Terminus der 
B-Kette) vorgegeben. Nur das freie Insulin besitzt voile 
biologische Aktivitat* weil bei Gegenwart des C-Peptids 
wahrscheinlicb ein Teil der bioiogischen Erkennungsregion an 

30 der Oberflache des Molekiils rpaskiert ist. 
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» 

Die speziellQ chemi§che Natur des Insulins bringt es ja.it 
sich, daft die Therapie in der Regel parenteral erfolgt; das 
- Hormon wiirde z.B* bei Magen/Darra-Passage vollstandig abge- 
baut, noch bevor es zur Wirkung komraen kann. Abbaureaktio- 

5 nen, im we£entlichen durch verschiedene , relativ unspezi- 

fische proteolytische Enzyme, finden aber auch am Injektions- 
ort und in der Zirkulation statt. Die dadurch bedingte kurze 
Halbwertszeit in vivo von nur etwa 7 Minuten ist physiolo- 
gisch im Sinne einer Homoostase im Grunde sinnvoll; die 

10 Therapie wird dadurch aber erheblich erschwert, veil der 

Diabetiker typischerweise viermal taglich, in der Regel kurz 
vor den Mahlzeiten, spritzen muB. 

Es hat demgemaft schon fruhzeitig Versuche gegeben, dem 
15 Insulin eine protrahierte Wirkung zu verleihen. Am erfolg- 
reichsten waren dabei bisher solche Methoden, bei. denen 
durch Zusatz eines Depothilfsstof f es das Insulin in eine 
schwerlosliche Zustandsform iiberfuhrt wird. Dazu zahlen vor 
allem zweiwertige Zinkionen, in deren Gegenwart das Insulin 
20 in neutralera Medium in kristalliner oder amorpher Form 
vorliegen kann. Der Zusatz von basischen Proteinen, z.B. 
Protaminsulf at oder Humanglobin, hat, nachdera Insulin ein 
saures Molekul vom isoelektrischen Punkt Pj = 5,4 ist, den 
gleichen Effekt: basisches Protein und Insulin liegen im 
25 Neutralbereich als kristalliner oder amorpher salzartiger, 
schwerloslicher {Complex vor. 

Die langsame Freisctzung des Insulins aus diesen Retardzu- 
bereitungen erfolgt, wie man sich vorstellt, durch Ver- 
30 dunnung, d.h. Diffusion einzelner, den Kristall oder den 

amorphen Niederschlag aufbauenden Komponenten oder, im Fall 
von Insulin-Koraplexen mit basischen Proteinen, durch proteo- 
lytischen Abbau des Depottragers. 

35 Neuerdings wird noch humanes Proinsulin, entweder allein 
oder in {Combination mit den ublichen Depotzusatzen, als 
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Verzogerungsprinzip diskutiert (s. DE-A-32 32 036). Die 
Vorstellung ist, daft die proteolytische Abspaltung des 
C-Peptids in vivo verzogert erfolgt, und damit aus dem an 
sich. biologisch nur wenig aktiven Proinsulin (ca. 1/8 der 
5 Aktivitat des Insulins, bezogen auf Proteinmenge) das voll 
aktive Hormon freigesetzt wird. Nur solche Proinsuline sind 
fur die Anwendurtg am Menschen akzeptabel, die in ihrer 
Sequent jener des Menschen identisch (davon gibt - es of fenbar 
mehrere) Oder sehr ahnlich sind. Schweine- Oder Rinder- 

10 proinsulin sind, wie allgemein bekannt, immunogen. Die 

exakte Wirkungsweise des Proinsulins bleibt derzeit jedoch 
noch offen. Es gilt keineswegs als erwiesen, daS spezifisch 
Insulin freigesetzt wird, Ira Gegenteil, der Abbau in vivo 
wird in vielfaltiger Weise unter Produktion zumeist in- 

15 aktiver Bruchstucke erfolgen. Der therapeutische Nutzen des 
• Proinsulins konnte also vielmehr, wenn uberhaupt, auf der 
Rezeptorebene zu suchen sein. 

Nun ist die Diabetestherapie gekennzeichnet von individu- 
20 ellen Einf lufif aktoren , wie Unterschiede in der Verwertbar- 
keit der Mahlzeiten, Unterschiede in der Charakteristik des 
Unterhautgewebes, daneben aber auch die spezifischen Efige- 
wohnheiten, korperliche Aktivitaten und viele raehr. Es ist 
somit unabdingbar fur eine gute Blutzuckereinstellung , eine 
25 Reihe von Insulinpraparaten rait unterschiedlicher Wirkungs- 
charakteristik zur Verfugung zu haben, die den individuellen 
Bediirfnissen angepaftt sind. Im Zusamrnehang mit nicht- 
optimaler Einstellung werden neben den unmittelbaren subjek- 
tiven und objektiven Effekten, wie Hyper- oder Hypoglykaraien 
30 insbesondere der Formenkreis der diabetischen Spatschaden, 
diskutiert. Dazu zahlen vor allem Makro- und Mikroangio- 
pathie, Neuropathie, Nephropathie und Retinopathie . 

Als Praparationen, die den Bedurfnissen' der Patienten 
35 optimal angepaJJt sind, haben sich neben reineri Verzogerungs- 
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insulinen vor allem sogenannte InterraediMrinsuline erwiesen. 
Sie stellen Mischungen aus einer verzogert und einer sofort 
" und kurz wirksamen Komponente dar. Solche Mischungen stellen 
i.a. komplizierte Kehrphasensysteme dar, die iiber lange Zeit 

5 hinweg nur in relativ eng begrenzten Mischungsverhaltnissen 
stabil bleiben. So ist beispielsweise eine Suspension von 
2-Zink-Insulinkristallen vora Schwein nicht frei mischbar mit 
g"e lite tern Sehweineinsulin. Sofort Oder im Lauf der Zeit fallt 
das zugemischte, geloste Insulin wegen des relativ hohen 

10 Zinkgehalts, der zur Stabilisierung der Kristalle notig ist, 
aus, Solche Mischungen sind innerhalb enger Grenzen stabil, 
wenn als gelSstes Insulin Rinderinsulin (hierrait wird jedoch 
die Speziesreinheit, eine medizinisch erwiinschte Eigen- 
schaft, eingebuAt) oder eine Mischung aus gelostera Schweine- 

15 insulin und des Phenylalanin(B1 )-Schweineinsulin verwendet 
wird (DE-A-2 1 ! 18 218 und DE-A-24 59 515). Vorteilhaf ter 
hinsichtlich der Mischbarkeit rait gelostera Insulin sind 
Protamin-Insulin-Zubereitungen, wenn als Verzogerungskompo- 
nente Kristalle aus Protamin und Insulin im isophanen 

20 Verhaltnis eingesetzt werden. Mit diesen Praparateri sind 
NPH-typische Wirkprofile herstellbar; die Gegenwart des 
Protaminsulfats als korperfremdes, jedoch relativ unbedenk- 
liches Protein als Zusatz erscheint vertretbar. 

25 Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines stabilen 
pharraazeutischen Mittels, das eine den individuellen Bediirf- 
nissen des Diabetikers angepaJJte Wirkungscharakteristik 
aufweist. 

30 Diese Aufgabe wurde nun erf indungsgeraaJJ gelost durch eine 
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Wirkstof fkombination aus einem Insulin-Derivat, dessen 
B-Kette C-terrainal eine organische Gruppe basischen Charak- 
ters tragt, und einera nativen Insulin bzw. seinera 
Des-Phe^-Analogen. 

5 

Insulin-Derivate , die am C-teraiinalen Ende der B-Kette die 
Reste Arg-OH ode'r Arg-Arg-OH tragen wurden schon beschrie- 
ben. Bekanntlich entstehen diese Derivate bei der enzyraa- 
tischen Urawandlung von Proinsulin in Insulin in. vivo als 
10 natiirliche Zwiscbenprodukte und sind auch in kleinen An- 
";' teilen in Pankreasextrakten nachweisbar. Die genannten Reste 
werden normalerweise durch Trypsin und/oder Carboxypeptidase 
B oder Enzyme mit ahnlicher Spezifitat unter Freisetzung des 
nativen Insulins abgespalten. 

15 

• Weitere dieser C-terminal basisch modifizierten Insulin- 
1 Derivate, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 

I sind Gegenstand der deutschen Patentanroeldung P 

(HOE 83/F 143). 

. 20 

Die Erfindung betrifft Arzneimittel aus einem physiologisch 
unbedenkliehen Trager und einer Wirkstof fkombination, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daft sie als Wirkstof fkombination 

25 a) ein Insulin-Derivat der Formel I, 
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in welcher 

R 1 H oder H-Phe bedeutet, 
30 

. R fttr den Rest einer neutralen, genetisch codierbaren 
L-Aminosaure steht und 

3 1 

5 R fur eine physiologisch vertragliche organische 

Gruppe basischen Charakters rait bis zu 50 C-Atomen 
steht, an deren Aufbau 0 bis 3 <*-Arainosauren betei- 
ligt sind und deren gegebenenfalls vorhandene end- 
stSndige Carboxyf unktion frei, als Esterf unktion, als 

TO Amidf unktion, als Lacton oder zu CHgOH reduziert 

vorliegen kann, 

mit einera isoelektrischen Punkt zwischen 5,8 und 8,5, 
und 

15 b) ein Insulin der Forrael I, 
in welcher 

R 1 H Oder H-Phe bedeutet, 
R° ftlr Ala, Thr Oder Ser steht und 
20 R 31 0H bedeutet, 

oder physiologisch unbedenkliche Salze davon,sowie ggf. 
Proinsulin und ggf. C-Peptid enthalt. 

Bevorzugt sind solche, die dadurch gekennzeichnet sind, dafi 
25 in dein unter a) genannten Insulin-Derivat der Forrael I 

31 

R fur einen Rest der Formel -X -S steht, 

n 1 

in welchera 

n = 0, 1 ,2 oder 3 ist, 

30 X fur gleiche oder verschiedene Reste naturlich 

vorkoramender neutraler oder basischer L-Aminosauren 
(vorzugsweise basischer L-Aminosaure , insbesondere 
Arg, Lys, His oder Orn) und/oder der diesen ent~ 
sprechenden D-Aminosauren steht und 

35 5 OH oder eine physiologisch vertragliche, die Carboxy- 

gruppe blockierende Gruppe bedeutet, die, falls n = 
0 ist, einen positiv geladenen oder protonierbaren 
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basischen Rest tragt oder, falls n 0 1st, einen 
solchen Rest tragen kann und worin der C-Terrainus 

-X-S auch fur den Rest einer zum entsprechenden Alkohol 
5 reduzierten Aminosaure oder, im Falle n = 2 Oder 3, 

fur den Homoserinlacton-Rest stehen kann, 

Insulin-Derivate der Formel I, die in Position B1 Phenyl- 
alanin tragen, sind besonders bevorzugt. Weiterhin sind 
10 solche bevorzugt, die in der Position B30 Ala, Thr oder Ser 
aufweisen. Ihre A-Kette und die Kette (B 2-29) weist zweck- 
raafiigervieise die Sequenzen des Rinder- oder Schweineinsulins, 
insbesondere aber die des Humaninsulins auf. 

15 Die Aminosaurereste X und Reste der entsprechenden Derivate 
konnen unabhangig voneinander in der D- oder L-Konf iguration 
vorliegen. Bevorzugt ist jedoch die L-Konf iguration aller 
Reste. 

20 Genetisch kodierbar sind die folgenden L-Aminosauren: Gly , 
Ala , Ser , Thr , Val , Leu , lie , Asp , Asn , Glu, Gin , Cys , Met , 
Arg, Lys, His, Tyr , Phe , Trp , Pro (neutrale Arainosauren 
unterstrichen). 

25 Unter einer neutralen, natiirlich vorkommenden Aminosaure 

versteht man insbesondere Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, lie, 
Asn, Gin, Cys, Met, Tyr, Phe, Pro oder Hyp. Unter einer 
basischen, naturlich vorkommenden Aminosaure versteht roan 
insbesondere Arg, Lys, Hyl, Orn, Cit oder His. 

30 

Unter Gruppen, die gegebenenfalls eine freie Carboxyfunktion 
am C-terminalen Ende der B-Kette in den erf indungsgeraafien 
Insulin-Derivaten blockieren, versteht man vor allem Ester- 
und Araidgruppen, vorzugsweise (C^ bis Cg)-Alkoxy, (C^ 
35 bis C 6 )-Cycloalkyloxy, NH 2 , (C 1 bis C 6 )-Alkylamino 
oder Di-(C 1 bis Cg)-alkylamino } 



oder basische Gruppen, wie Araino-(C 2 bis C^)-alkoxy, 
(C 2 bis C i| )-A3kylamino-(C 2 bis Cg)-alkoxy, Di^(C^' 
bis C i| )-alkylamino-(C 2 bis C^-alkoxy, Tri-(C 1 bis 
C A alkyl-ammonio-(C 2 bis C fi ) alkoxy, Anino-(C 2 bis C 6 )-alkylamino, 

(C 1 bis C Jt )-Alkylamino)-(C 2 bis CgJ-alkylamino, 
Zbi-(C 1 bis C it )-alkylamino J ?-(C 2 bis Cg)-alkylamino 
oder /Tri(C 1 bis )alkylammoniq7--(C 2 bis Cg)^alkylamino , 
insbesondere -0-(CH 2 ) p -NR 2 , -0-(CH 2 ) p -NR 3 , 
-NH-(CH 2 ) p -NR 2 oder -NH-(CH 2 ) p -f Rg, worin p = 2 
10 bis 6 ist und R gleich oder verschieden ist und fur Wasser- 
stoff oder (C^ bis C^J^Alkyl steht. 

Aus der Reihe der erf indungsgeraafien Insulin-Derivate der 
Formel I seien beispielsweise die nachstehenden Verbindungen 
15 erwahnt, ohne die Erfindung auf diese zu beschranken: 

Huraaninsulin - Arg B31 -0H 

Schweineinsulin- Arg 3 -OH 

Rinderinsulin - Arg B31 -0H 
20 Humaninsulin - Arg B31 -Arg B32 -0H 

Schweineinsulin- Arg B31 -Arg B32 -0H 

Rinderinsulin - Arg B31 -Arg B32 -0H 

Des-Phe B1 - Schweineinsulin-Arg B31 -OH 

Des-Phe B1 -Humaninsulin-Arg B31 -OH 
25 Des-Phe Bl -Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH 

Des-Phe B1 -Huraaninsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH 

Schweineinsulin-Arg B31 -OCH 3 

Humaninsulin-Arg B31 -OCH 3 

Rinderinsulin-Arg B31 -OCH 3 
30 Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OCH 3 

Humaninsulin-Arg B31 -Arg B32 -OCH 3 

Des-Thr B30 -Humaninsulin-Val B30 -Arg B32 -OCH 3 

Des-Thr B30 -Humaninsulin-Val B30 -Arg B31 -OH " 

Des-Thr B30 -Humaninsulin-Val B30 -Ala B31 -Arg B32 -OH 
35 Humaninsulin-Lys B31 -OH . 
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Humaninsulin-D-Arg B31 -OH 

Humaninsulin-D-^Arg B31 -Arg B32 -OH 

Humaninsulin-Arg B3 1 -D-Arg B32 -OH 

Humaninsulin-Lys B3 1 -Arg B32 -OH 

5 Humaninsulin-Arg B31 -Lys B32 -OH . ' 

B3 1 

Humaninsulin-Argininol 
. Huraaninsulin-Val B31 -Arg B32 -OH • 
Humaninsulin-Val B31 -Arg B32 -Arg B33 -OH 
Humaninsulin-Arg B31 -Argininol B32 
10 Huraaninsulin-Lys B31 -Arg B32 -Arg B33 -OH 

Humaninsulin-Arg B31 -NH-y . 

o< 0 ) 

15 Huraaninsulin-Arg B3 1 -Arg B32 -NH-/ y 

Humaninsulin- Arg B3 1 -HH 2 
Huraaninsulin-Arg B3 1 -Arg B32 -NH 2 
20 Huraaninsulin-Orn B31 -OH 

Huraaninsulin-Leu B3 1 -Cit B32 -0H 
Humaninsulin- (B30 ) -0CH 2 CH 2 -NH 2 
Humaninsulin- (B30)-NH-CH 2 CH 9 -NH 2 
■ Humaninsulin-Arg B31 -0-CH 2 -CH 2 -NH 2 
25 Humaninsul in- Ar g B3 1 -NH-CH 2 -CH 2 ~N ( CH^ ) 2 
Humaninsulin- (B30)-0-CH 2 -CH 2 %(CH 3 ) 3 
Humaninsulin- (B30)-NH-CH 2 -CH 2 ®N(CH) 3 
Humaninsulin-Leu B31 -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 ^N (C 2 H 5 > 3 
Humaninsulin-Trp B31 -Trp B32 -Trp B33 -NH(CH 2 ) 6 -NlnC^H g ) 3 



30 



Die Herstellung der Insulin-Derivate der Formel I erfolgt 
dadurch, daB man 

a) ein Des-Octapeptid (B 23r-30 )-Insulin der Formel II, 
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in der R 1 Phe oder eine Bindung und S 1 eine protonen- 
soDvolytisch Oder durch B-Eliminierung abspaltbare 
15 Arainoschutzgruppe wie den tert-Butyloxycarbonyl-(Boc) , 
den tert-Amyloxycarbonyl-(Aoc) oder den -Methylsulfonyl- 
ethyloxycarbonyl-(Msc)-rest bedeuten, kondensiert mit 
einera Peptid der Formel III 

20 H-Gly-Phe-Phe-Tyr (S 2 ) -Thr (S 2 ) -Pr o-Lys (S 3 )-R 30 ~R 3 1 (III ) 



in welcher R 30 und R^ 1 oben definierten Bedeutungen 

2 t "5 

haben, S fur Wasserstoff, Bzl oder Bu und fiir 
eine Urethanschutzgruppe , wie Boc, Moc oder Z stehen, 

25 wobei an den Resten R 30 und R 31 gegebenenfalls 

vorhandene freie C00H-, Oft-, SH-, fc> -NH^, Guanidino- 
und/oder Imidazol-Gruppen, falls erforderlich, in an sich 
bekannter Weise geschutzt vorliegen, und gegebenenfalls 
vorhandene Schutzgruppen in an sich bekannter Weise 

30 abspaltet, 



31 



b) ein Des-B30-Insulin der Formel I, in welcher R 1 fur H 
oder H-Phe und der C-Terrainus R 3 °-R 31 zusaramen fur OH 
stehen, in Gegenwart von Trypsin oder einer trypsinahn- 
35 lichen endo-Peptidase umsetzt mit einer Verbindung der 
Formel IV 



10 
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H-R 30 ~R 31 (IV) 

in der R 3 ° und R 31 die oben definierten Bedeutungen 
haben una worin vorhandene. ,f reie. C00H- f . OH- , SH, 
-NH 2 -.,Guanidino u n d / o d e r : Iciit) az be r Fu nk t i o n e n , falls / 
erforderlich , in ati sich bekahnter Weise geschutzt . 
vorliegen und anschlie&end ^egebenen 
Schutzgruppen in an sich tekanhte^ ;Weise : . abspaltet 
Oder "•" mm .y-t 

c) zur Herstellung eines Insulin-berivats mit L-konf igurier- 
ten Aminosaureresten ira Rest R J ein Proinsulin, 
Proinsulinanaloges oder Praproi.nsulinahaloges oder ein 
' Intermediat dieser Verbindungen chemisch und/oder enzyma- 
15 tisch spaltet. 

Die bei der Verf ahrensvariante b) als Ausgangsverbindungen 
verwendeten Des-B30~Insuline sind beispielsweise aus der 
EP-A-46 979 oder Hoppe-Seyler 1 s Z. Physiol . Chem.359 (1978) 
20 799 bekannt. Das bei Variante b) verwendete Ausgangsmaterial 
der Formel IV wird in an sich bekannter Weise nach den 
Methoden der Peptidchemie hergestellt. Brauchbare Schutz- 
gruppen fiir IV sind detailient beschrieben bei M. Bodanzky 
et al., Peptide Synthesis, 2nd Ed. 1976, Wiley 4 Sons. 

25 

Durch gentechnolcgische Methoden sind inzwischen humanes 
oder Priroaten-Proinsulin als Ausgangsmaterial fur die 
Verfahrensvariante c) zuganglich: Die Derivate Arg(B31)-und 
Di-Arg(B31-32) sind dar aus durch . eirif ache Verdauung mit 
30 Trypsin oder trypsin-ahnichen Enzymen zuganglich. Daneben 
lassen sich aber au.ch relativ ^ihfach Plasraide konstruieren , 
die zu neuen Insulinderivaten^fu^ Weil sie an Stelle der 

natiirlich an B31 oder B32.,bef i^liohen Arginine andere 
neutrale oder basische Amihosaurfen codier:en. 



0132769 

Die Herstellung von Proinsulin unter Anwendung der Rekorabi- 
nations-DNA-Methodologie erfordert die Bildung einer DNA- 
♦ Sequenz die fur die Aminosauresequenz eines Proinsulins 
codiert, was sich entweder durch Isolierung, Konstruk- 

5 tion oder eine [Combination aus beidera erreichen lafit. Die 
Proinsulin-DNA wird dann in Lesephase in einen geeigneten 
Clonierungs- und Expressionstrager eingesetzt. Der Trager 
dient zur Transf orroierung eines geeigneten Mikroorganisraus , 
und* der hierbei erhaltene transf ormierte Mikroorganismus 

10 wird dann Ferraentationsbedingungen unterzogen, die zur 
Bildung weiterer Kopien des proinsulinhaltigen Vektors 
und zur Expression von Proinsulin eines Proinsulinderivats 
Oder einem Proinsulinvorlaufer bzw.einera Praproinsulinderivat 
fuhren. 

15 

Handelt es sich beim Expressionsprodukt urn einen Proinsulin- 
vorlaufer, dann enthalt ein solches Produkt im allgerneinen 
die Proinsulinaniinosauresequenz, die an ihrer endstandigen 
Aminogruppe an ein Bruchstiick eines Proteins gebunden ist, 

20 das normalerweise durch die Gensequenz ausgedruckt wird, bei 
welcher das Proinsulin Oder Proinsulinderivat eingesetzt 
worden ist. Die Proinsulinaniinosauresequenz ist an das 
Proteinbruchstvick uber eine spezifisch spaltbare Stelle 
gebunden, bei der es sich beispielsweise urn Methionin 

25 handelt. 

Die erhaltene Proinsulinaniinosauresequenz wird vom ver- 
schmolzenen Genprodukt, beispielsweise wie in der DE-A-32 32 
036 beschrieben, abgespalten und das Proinsulin nach Reini- 
30 gung isoliert. 

Die enzymatische Spaltung des auf diese Weise erhaltenen 
Proinsulins oder Proinsulinderivats erfolgt in Analogie zu 
der in Excerpta Medica International Congress Series No, 
. 35 231, Seite 292 f f, oder der in der deutschen Patentanraeldung 
P 32 09 184 (HOE 82/F 0^7) beschriebenen Verf ahrensweise. 
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Mit Hilfe der beschriebcnen semisynthetischen Verfahren sind 
damit zusatzlich zu den bekannten Arginin (B30)- und 
Diarginin(B31-32)-Derivaten sowie jenen durch gentechno- 
logischen Methoden zuganglichen Derivaten, die an R^ 1 
natiirliche L-Aminosauren tragen ; eine Reihe von neuen 
Insulin-Derivaten zuganglich, die als Charakteristikum eine 
oder mehrere basische Gruppen und/oder die Abwesenheit der 
freien Carboxylgruppe aufweisen, so dafi die Nettoladung des 
Molekuls um mindestens eine positive Ladung gegeniiber 
nativera Insulin oder gegenuber Des-Phe B1 -Insulin zunimmt. 

10 Dazu gehoren z.B. Derivate, die an Position B-31 statt der 
natiirlichen Aniinosauren L-Lysin, L-Histidin oder L-Arginin, 
deren D-Enantiomere oder gangige D- oder L-Aminosaure- 
analoge, die in der Seitenkette eine basische Gruppierung 
(z.B. Ornithin, Hydroxylysin ) tragen, au fweisen . Statt einer 

15 Aminosaure kann an Stelle der Position B31 beispielsweise 
die Cholinestergruppe treten, wodurch netto zwei Positiv- 
ladungen gewonnen werden. Die Aminosaure oder das Aminosaure- 
analogon an Position B31 kann ein freies Carboxylende 
aufweisen oder mit einfachen Alkoholen (z.B. Methanol, 

20 Ethanol) verestert bzw, mit einfachen Stickstof fbasen (z.B, 
Aromoniak, Mono- oder Di- methylamin) amidiert sein; sie kann 
daneben z.B. rait Cholin verestert sein. An Position B31 kann 
beispielsweise eine neutrale oder auch eine weitere natiir- 
liche basische Aminosaure oder eines der oben beschriebenen 

25 Arainosaurederivate folgen; in analoger Weise kann deren 
Carboxylgruppe frei oder verestert bzw. amidiert sein. Es 
kann beispielsweise auch hier die Cholinestergruppe bzw. . 
noch eine. weitere neutrale oder basische Aminosaure bzw. ein 
Aminosaureanalogon folgen. 

30 . 

Allen diesen Insulinderivaten ist geraeinsara, dafi die zusatz- 
liche(n), an der Oberflache des Molekuls befindliche(n) 
'positive(n) Ladung(en) dera Molekul einen in den Neutral- 
bereich hinein verschobenen isoelektrischen Punkt verleihen. 

35 Je nach Derivat werden isoelektrische Punkte von 5,8 bis 
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8,5, insbesondere 6,2 bis 8,2 in der isoelektrischen 
Fokussierung gemessen. Darait sind die Derivate im Neutral- 
bereich weniger loslich als natives Insulin Oder Proinsulin, 
die ihren .isoelektrischen Punkt und damit den Bereich 
maximaler UnlSslichkeit bei pH= 5,4 haben, wahrend sie im 
Neutralbereieh normalerweise gelost vorliegen. 

Demzufolge stellen diese Insulin-Derivate der Forrael I voll- 
korainen neue Verzogerungsprinzipien dar, die ohne Depot- 
Hilfsstoffe, wie.Zink oder Protaminsulf at , zur Wirkung 
gebracht werden konnen. Die Depotwirkung geht auf ein 
inharentes, proteinchemisch bedingtes, physikalisches 
Prinzip, die Schwerldslichkeit am isoelektrischen Punkt, 
zuruck. Die Wiederauf losung unter physiologischen Be- 
dingungen sollte, wie man annehmen wird, durch Abspaltung 
der zusatzlichen basischen Gruppen erreicht werden, die je 
nach Derivat durch tryptische oder trypsin-ahnliche, und/oder 
Carboxypeptidase B- oder Carboxypeptidase B-ahnliche und/oder 
Esterase-Aktivitat zustande koramt. Die jeweils abgespaltenen 
Gruppen sind entweder r£in physiologische Metaboliten, wie 
Aminosauren, Ornithin oder Cholin, oder aber physiologisch 
unbedenkliche und leicht metabolisierbare Substanzen. 

» 

Schweineinsulin-Arg^-OH und das entsprechende Diargihin- 
Derivat weisen den Untersuchungen von Chance, Excerpta 
Medica International Congress Series No. 231, Seite 292, 293 
zufolge nur 62 % bzw. 66 % der Aktivitat des nativen 
Schweineinsulins auf. 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, daB (auch im Unter- 
schied zu Proinsulin) die biologische Aktivitat der Deri- 
vate etwa gleich hoch ist wie die von nativem Insulin. Sie 
sind auch im Unterschied zu in der Literatur beschriebenen 
Intermediaten , die noch Teile des heterologen C-Peptids 
enthalten, .nicht starker inimunogen als das entsprechende 
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Insulin selbst. Mogli'cberweise haben die oben genannten,zu 
niedrigen Werte von Chance ihre Ursache darin, dafi diese 
Peptide nicht rein vorgelegen haben Oder daft die Messung mit 
einera systematischen Fehler behaftet war. 

Neben der Anwendung der beschriebenen Derivate allein oder 
in Mischung als reine Verzogerungsinsuline oder in {Combi- 
nation mit den bekannten Depottragern ist es nun moglich, in 
vielfaltiger Weise stabile Mischungen mit schnell zur 
Verfiigung stehendem Insulin, z.B. gelosten Anteilen, herzu- 
stellen. Es ist damit eine Palette von sehr fein abgestimm- 
ten Wirkprofilen zuganglich. 

Besonders in Frage kommen neutrale Mischungen aus einem oder 
mehreren Derivaten, die als Retard-Komponente wirken, rait 
gelostem, nativem Insulin, bevorzugt der gleichen Spezies. 
Daneben konnen aber auch Proinsulin und/oder C-Peptid, 
jeweils allein oder in {Combination mit Insulin als geloste 
Komponente eingesetzt werden. Charakteristisch fur diese 
Zubereitungen ist, daJJ sie in jedem Mischungsverhaltnis 
stabil sind. Dies ist Voraussetzung fur die Herstellung der 
heute in der Therapie sehr gebrauchlichen , interroediar 
virksamen Insulinpraparate . 

Die erfindungsgemafien Mittel konnen auch mehrere verschie- 
dene Insulin-Derivate der Formel I und/oder mehrere verschie 
dene Insuline der Formel I enthalten. Daruberhinaus konnen 
auch andere therapeutisch interessante Kombinationen zur 
Anwendung kornmen, wie etwa die Mischung von Derivat und 
Insulin und/oder Proinsulin und/oder Des-Phe B 1 -Insuli n 
und/oder C-Peptid in geloster Form oder in Form von NPK- 
Kristallen oder anderen klassichen Verzogerungsf ormen . Auf 
diese Weise lassen sich u.a. sehr lang wirksame Praparate 
mit dif ferenziertem Basalprofil herstellen. Gerade beim 
Humaninsulin ware dies wunschenswert, da nach den bisherigen 
Erfahrungen dessen Wirkungsdauer weder in Form der Zink- 
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kristalle noqh in Form der NPH-Kristalle ein echtes Ultra- 
Retard-Prof ii , wie etwa die analogen Rinderinsul inpraparate , 
' aufweist. 

B 1 

5 Insulin und/oder Proinsulin und/oder Des-Phe -Insulin 

und/oder C-Peptid und Insulin-Derivat der Formel I konnen 
auch in Form eines Alkalisalzes oder des Ammoniums alzes 
eingesetzt werden. 

10 Die Mischungsverhaltnisse zwischen nativem Insulin und/oder 

B 1 

Proinsulin und/oder Des-Phe -Insulin und/oder C-Peptid 
und Insulinderivat konnen sich im Bereich 0 bis 99 Prozent 
Insulin und 0 bis 99 Prozent Proinsulin und 0-99 Prozent des 
Phenylalanin-(B1 )-Insulin und 0-99 Prozent C-Peptid und 1 
15 bis 100 Prozent Insulinderivat (bezogen auf die Gesamtroenge 
an diesen Peptiden) bewegen. 



Eine erf indungsgeraaJie Anwendungsf orra ist auch eine saure 
Losung z.B. von Insulin-Derivat und Insulin oder Proinsulin, 
20 die einen pH unterhalb des isoelektrischen Punktes des 
Insulins aufweist. 

Bevorzugte Mittel weisen einen pH-Wert zwischen 2,5 und 8,5 
auf und liegen dabei als Losung oder Suspension vor. 

25 

Typischerweise werden die beschriebenen Anwendungsformen in 
einera waftrigen Medium gelbst bzw. suspendiert sein, welches 
zusStzlich ein geeignetes Isotoniemitt el , z.B. Glycerin oder 
Kochsalz und ein geeignetes Mittel gegen mikrobiellen 

30 Befall, z.B. Phenol, m-Kresol oder p-Hydroxybenzoesaure- 

ester, in geeigneter Dos'ierung enthalt. Dieser physiologisch 
unbedenkliche Trager kann im pH-Bereich VQn 5,0 und 8,5 
zusatzlich eine Puf f ersubstanz , z.B. Natriumacetat , Natrium- 
citrat, Natriumphosphat oder Tris- (hydroxymethyl)- amino- 

35 methan, enthalten. Zum Losen und zura Einstellen des pH- 
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Wertes werden verdiinnte Sauren, ty pischerweise Salzsaure, 
oder verdiinnte Laugen, typischerweise Natronlauge, 
verwendet. 

5 Insulinanteil und/oder P.roinsulinanteil und/oder desPhe B1 - 
Insulinanteil und/oder C-Pepti.danteil und Anteil des 
Insulin-Derivats der Forme 1 I konnen unabhangig voneinander 
jeweils -in geloster, amorpher und/oder kristalliner Form 
vorliegen. Jeweils. ein beliebiger Teil des Insulinanteils 

10 und/oder Proinsulinanteils und/oder desPhe-Insulinanteils 
und/oder C-Peptidanteils und des Anteils des Insulin-Derivates der 
Formel I kann in kristalliner Form, jeweils ein weiterer 
beliebiger Teil des Insulinanteils und/oder Proinsulinan- 
teils und/oder desPhe-Insulinant eils und/oder C-Peptidan- 

15 teils und des Anteils des Insulin-Derivats der Formel I in 
amorpher Form sowie jeweils der Rest des Insulinanteils 
und/oder Proinsulinanteils und/oder desPhe- Insulinanteils und/oder 
C-Peptidanteils und des Anteils des Insulin-Derivats der 
Formel I in geloster Form vorliegen. 

20 

Die Zubereitung kann in geeigneten Mengen Hilfsmittel mit 
verzogernder Wirkung (Depot-Hilf smittel) wie etwa Protamin- 
sulfat, Globin oder Zink (0 bis 100 ^ug / 100 I.U. ) enthalten 

25 Dieses Verzogerungsprinzip kann in {Combination mit dera 

gesaraten Wirkstof fanteil oder Teilen davon angewandt werden. 
Auch konnen mehrere verschiedene verzogernd wirkende Hilfs- 
stoffe enthalten sein. 

30 Es ist manchmal vorteilhaft, der erf indungsgemaflen Zube- 
reitung eine geeignete Menge eines geeigneten Stabilisators 
zuzusetzen, der die Prazipitation von Protein bei thermisch- 
mechanischer Belastung bei Kontakt mit verschiedenen 
Materialien verhindert. Solche Stabilisatoren sind beispiels 

35 weise aus der EP-A-18609, der DE-A-32 kO 177 oder aus der 
W0-83/00288 bekannt. 
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Zur weiteren Erlauterung der Erfindung sollen die folgenden 
Beispiele dienen, ohne die Erfindung auf diese zu beschranken. 



10 



15 



Beispiel 1 

Insulin-Arg B31 -Arg B32 -OH vom Schwein, hergestellt durch 
tryptische Verdauung aus Schweine-Proinsulin, in neutraler 
Forraulierung mit '1 0 IE/ml und dessen Mischbarkeit mit 20 % 
bzw. 110 % gelostem Schweineinsulin (40 IE/ml): 

Han lost in einera Gesamt-Volumen von 10 ml rait Wasser: 



Insuliri-Arg B31 -Arg B32 -OH vom Schwein 
(27,0 IE/mg) 

Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat 

Glycerin 

Phenol 

m-Kresol 



14,8 mg 

21,0 mg 

160,0 mg 

6,0 mg 

15,0 mg 



20 Der pH wird durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH auf pH = 
7,3 eingestellt. Eine Losung von Schweineinsulin von 40 
IE/ml in einem ahnlichen oder dem gleichen Medium wird 
zugemischt, so daft dessen volumenmafiiger Anteil 20 % bzw. 40 
% betragt. Mit Hilfe der HPLC wird jeweils sofort und nach 3 

25 Monaten Lagerung bei 4°C der Gesamt-Gehalt sowie der 
Gehalt im Uberstand ermittelt. 



30 



Gesamt-Bestimmung 
t = 0 3 Monate 



HO, 



20 % HO IE/ml 40 IE/ml 
40 % 40 IE/ml 140 IE /ml 



Uberstand 
t = 0 



7,5 IE/ml 
16,2 IE/ml 



3 Monate 
'C 



l,o, 



7,8 IE/ml 
15,6 IE/ml 



35 Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -0H trennt sich auf der 

HPLC von Schweineinsulin ab. Im Uberstand ist kein Derivat 
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nachweisbar, d.h. der' unlosliche Anteil wird nicht aufgelost, 
Uragekehrt ist nach Waschen des Niederschlages kein Insulin 
nachweisbar, d,h. Insulin fallt auch nicht aus. 

5 Beispiel 2 » 

Schweineinsulin r Arg B31 -OH, hergestellt durch tryptische 
Verdauung aus Schweine-Proinsulin, in Mischung rait 25 % 
(Aktivitat) gelostem Schweineproinsulin in neutraler Formu- 
10 lierung mit UO IE/ml und dessen Depot-Wirkung : 

Man mischt in einem Gesarat-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

Schweineinsulin-Arg B31 -OH 10,9 rag 
15 27,5 IE/mg 

Schweineproinsulin 30,3 mg 
3,3 IE/mg 

Natriumacetat 1^,0 mg 

p-Hydroxybenzoesaureraethylester 10,0 mg 

20 Kochsalz 80,0 mg 

Durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH wird pH = 7,0 einge- 
stellt. 

25 Eine solchc Suspension zeigt am Hund eine Depotvirkung, die 
ahnlich einem Depot-Vergleichspraparat (6ptisulin v Depot 
CS) ist. 

Beispiel 3 

30 

Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH, hergestellt aus 
Schweineproinsulin durch tryptische Verdauung, in Form von 
NPH-Kristallen , in Mischung rait 25 % des-Pheny!alanin-(B1 )- 
Schweineinsulin, hergestellt aus Schweineinsulin durch 
35 Edmann Abbau, in neutraler Formulierung mit 40 IE/ml und 
deren verzogerte Wirkung. 
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Man raischt in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH 11,1 mg 
27,0 IE/rag 

5 des-Phenylalanin-(B1 )-Schweineinsulin 3,6 rag 
28,0 IE/rag 

Protaminsulfat 1,0 mg 

Natriumdihydrog'enphosphat-dihydrat 21,0 rag 

Phenol 6,0 mg 

1.0 m-Kresol 16,0 mg 
Glycerin . " , 160,0 mg 



Durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH wird pH = 7,3 einge- 
stellt. 



15 



Eine solche Suspension zeigt am Hund einen depotahnlichen 
Wirkungsverlauf . 

Beispiel k 

20 

Humaninsulin-(B30)-Cholinester, hergestellt aus Schweine- 
insulin durch Seraisynthese, in Mischung mit 40 % Human- 
insulin und 20 % (Masse) Human-C-Peptid , in neutraler 
Zubereitung mit 40 IE/ml und dessen mittellange Wirkungs- 
25 charakteristik: 

Man raischt in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

Huraaninsulin-(B30)-Cholinester 7,2 mg 
30 (28 IE/rag) 

Humaninsulin 7^ mg 
(28 IE/rag) 

Human-C-Peptid 3 } 6 mg 

Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat 21,0 rag 

35 m-Kresol . • 2 7,0 mg 

Glycerin 160,0 rag 
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Der pH-Wert wird durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH auf 
pH = 7,3 eingestellt. 

Eine solche Suspension zeigt am Hund ein Wirkprofil ver- 
5 gleichbar einera Kombinat ionspraparat (z,B. Korab-H-Insulin^ ^ 
Hoechst) . 

Beispiel 5 

10 Humaninsulin-Arg B31 -Lys B32 -OCH^, hergestellt durch 

Seraisynthese aus Schweineinsulin , ' in Mischung mit 50 % Zink- 
Humaninsulinkristallen in einer Zubereitung mit 40 IE/ml 
und deren verzogerte Wirkung. 

15 Man raischt in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

7,4 mg 
7^ mg 

0,23 mg 
1*1,0 mg 
10,0 mg 
80,0 - mg 

Durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH wird pH = 7,0 einge- 
stellt. 



Humaninsulin-Arg B31 -Lys B32 -OCH 3 
(27,0 IE/nig) . 
Humaninsulin 
20 (28 IE/mg) 

Zinkchlorid, wasserfrei 
Natriumacetat 

p-Hydroxyb enzo esaur eme thy 1 ester 
Kochsalz 



Eine solche Preparation hat am Kaninchen (0^ IE/kg) eine 
30 ausgepragte Retardwirkung. 

Beispiel 6 

Humaninsulin-Arg B31 -0H in Mischung mit 30 % Humaninsulin- 
35 * Arg B31 -Arg B32 -0H, beide hergestellt durch tryptische 
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Verdauung aus Primaten-Praproinsulin exprimiert in E.coli, 
in Mischung rnit HO % kristallinera NPH-Humaninsulin in einer 
. Zubereitung mit 40 IE/ml und deren ausgepragte Retardwirkung, 

5 Man raischt in einera Gesarat-Voluroen von 10 ml mit Wasser: 



Humaninsul i n-Arg -OH rag 
(27,5 IE/mg) 

Huraaninsulin-Arg B31 -Arg B32 ~OH . M mg 
10 (27,0 IE/mg) 

Humaninsulin ^,7 mg 
(28 IE/mg) 

Protaminsulfat 0,-5 mg 

Natriuradihydrogenphosphat-dihydrat 21 ,0 rag 

15 m-Kresol 15,0 rag 

Phenol 6,6 mg 

Glycerin 160,0 mg 



Durch Zugabe von 1 N NaOH bzw. 1 N HC1 wird pH = 7,3 einge- 
20 stellt. 



Eine solche Suspension zeigt am Kaninchen eine stark ver- 
zogerte und lang anhaltende Wirkung* 
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1. Arzneimittel aus einera physiologisch unbedenklichen 
Trager und einer Wirkstof fkombination , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl es als Wirkstof fkorabination 

a) ein Insulin-Derivat der Forroel I, 



R 1 - 













A1 - 


|— S -. S— 


A21 


H - 


Gly 


A-Kette 


Asn 






I 


I 



- OH 



(I) 



B2 


I I 


B29 


Val 


B-Kette 


! 



30_ B 31 



in welcher 



.30 



H Oder K-Phe bedeutet, 

fiir den Best einer neutralen, genetisch kodier- 
baren L-Aininosaure steht und 
R J fiir eine physiologisch unbedenkliche organische 
Gruppe basischen Charakters rait bis zu 50 C-Atoinen 
steht, an deren Aufbau 0 bis 3 c^-Aminosauren 
beteiligt sind und deren gegebenenf alls vorhandene 
endstandige Carboxyfunktion frei, als Ester- 
. funktion, als Amidfunktion, als Lacton oder zu 
CH 2 CH reduziert vorliegen kann, 



mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 5 9 8 und 8,5, 
und * • 



- 2H - 
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b) ein Insulin der Forrael I , 
in welcher 

R 1 H oder H-Phe bedeutet, 
5 R fur Ala, Thr oder Ser stent." und 

R 31 OH bedeutet, 

oder physiologisch unbedenkliche Salzendavonj sowie 
ggf. Proinsulin und ggf. C-Peptid enthalt. 

10 2. Mittel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daii in 
dera unter a) genannten Insulin-Derivat der 'Forme 1 I 

3 1 

R fur einen Rest der Formel -\-S stent, 
in welchem 
15 n = 0, 1 ,2 oder 3 ist, 

X fiir gleiche oder verschiedene Reste natiirlich 
vorkomraender neutraler oder basischer L-Aroino- 
sauren und/oder der diesen entsprechenden D-Amino- 
sauren steht und 
20 s 0H oder eine physiologisch unbedenkliche , die 

Carboxygruppe blockierende Gruppe bedeutet, die, 
falls n = 0 ist, einen positiv geladenen oder 
protonierbaren basischen Rest tragt oder, falls n 
0 ist, einen solchen Rest tragen kann und worin 
25 der C-Terminus 

-X-S auch fur den Rest einer zum entsprechenden 

Alkohol reduzierten AminosMure oder, im Falle 
n = 2 oder 3, fur den Horaoserinlacton-Rest stehen 
30 kann. 

3. Mittel geraSB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB im Insulin-Derivat und ira Insulin der Formel I R 1 
fiir H-Phe steht. 



35 



4. Mittel gema'fi einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi in dem unter 1 a") genannten Insulin-Derivat 
der Formel I R 30 fur Ala, Thr oder Ser steht. 



0132769 

5. Mittel gemafi einem der Anspruche 1 bis H, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi in dem unter 1a) genannten Insulin-Derivat 

• der Formel I die Aminosaurereste X in der L-Konf igurat ion 
vorliegen. 

5 

6. Mittel gemafl einem der AnsprUche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft in dem unter 1a) genannten Insulin-Derivat 

. der Formel I S fur OH, (C 1 bis C 6 )-Alkoxy, (C 3 
bis C 6 )-Cycloalkyloxy, NH 2 , Di-CCj bis CgJ-alkyl- 

1jD amino , ( C ^ bis Cg )-Alkylamino , Amino-(C 2 bis 

C 6 )-alkoxy, (C 2 bis )-Alkylamino-(C 2 bis 
C^)-alkoxy, Di(C 1 bis )-alkylamino- (C 2 bis 
C 6 )-alkoxy, TriCC^ bis C 4 )_ a ik y i_ anirnonic _( C bis 
C^)alkoxy, Araino-(C 2 bis Cg)-alkylarain , £ (C 1 bis 

15 )-alkylamino - 7-(C 2 bis C^-alkylaraino, ^Di(C 1 

bis )-alkylamino 7-( C 2 bis C5 )-alkylamino Oder 
^fTri-(C 1 bis )alkylammonio 7- (C 2 bis C & )-alkyl- 
amino steht . 

20 7. Mittel gemafi einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft in dem unter 1a) genannten Insulin-Derivat 
der Formel I X einen Rest einer naturlich vorkommenden 
basischen Arainosaure, wie Lys, Arg, His, Cit, Orn oder 
Hyl und/oder deren D-Formen bedeutet. 

25 

8. Mittel gemSB einem der Anspruche 1 bis 7 , dadurch ■ 
gekennzeichnet, daB es Insulin-B 31-Arg-OH oder 
Insulin-B 31 -Arg-Arg-OH enthalt. 

30 9 . Mittel gemaft einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft es mehrere verschiedene Insulin-Derivate 
der Formel I und/oder mehrere verschiedene Insuline der 
Formel I enthalt. 



35 10* Mittel gemaft einem der Anspruche 1 bis 9 , dadurch 

gekennzeichnet , daft es ein Proinsulin oder Proinsulin- 
analoges und/oder humanes C-Peptid enthalt. 
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11. Mittel gemaB einera der Anspriiche 1 bi* 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mischungsverhaionisse zwischen nativera 
Insulin und/oder Proinsulin und/oder desPhe-Insulin 
und/oder C-Peptid und Insulinderivat sich im Bereich 0 
5 bis 99 Prozent Insulin und. 0 bis 99 Prozent Proinsulin 

und 0-99 Prozent des-Phe B1 -Insulin .und 0-99 Prozent 
C-P.eptid und 1 bis 100 Prozent Insulin-Derivat der Forrael 
I Cbezogen auf die Gesamtmenge dieser Peptide) bewegen. 

10 12; MittSl gemaB einera der Anspriiche 1 bis 11, dadurch 

gekennzeichnet, daB dieses einen pH zwischen 2,5 und 8,5 
aufweist, und dabei als Losung oder Suspension vorliegt 
und ein geeignetes Isotonie-Mittel in der ublichen Menge 
sowie ein geeignetes Konservierungsmittel in geeigneter 

!5 Menge enthalt. 

13. Mittel. gemSB einera der Anspriiche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB dieses zusatzlich eine geeignete 
Menge einer geeigneten Puf fersubstanz enthalt, wenn der 
20 pH-Wert zwischen 5,0 und 8,5 liegt. 

U. Mittel gemaB einera der Anspriiche 1 bis 13, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Zubereitung eine geeignete Menge 
eines geeigneten Stabilisators enthalt, der die Prazipi- 
25 tation von Protein bei thermisch-mechanischer Belastung 

bei Kontakt rait verschiedenen Materialien verhindert. 

15* Mittel gemaB einera der Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB dieses eine geeignete Menge Zink 
30 enthalt, die zwischen 0 und 100 yag/100 Einheiten liegen 

kann. 

16- Mittel gemaB einera der Anspriiche 1 bis 15, dadurch 

gekennzeichnet, daB Insulin und/oder Proinsulin und/oder 
B 1 

35 desPhe -Insulin und/oder C-Peptid und Insulin-Derivat 

der,Formel I in. Form eines Alkalisal^es oder des 
Ammoniurasajzes eingesetzt werden. 
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7. Mittel geroafi einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch' 

gekennzeichnet, daft Insulinanteil und/oder Proinsulinan- 
teil und/oder desPhe B1 -Insulinanteil und/oder- C-Peptid- 
anteil und Anteil des Insulin-Derivats der Formel I 
unabhangig voneinander jeweils in geloster, 
arnorpher und/oder kristalliner Form vorliegen 
konnen. 

18. Mittel geraafl einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi jeweils ein, beliebiger Teil des 
Insulinanteils und/oder Proinsulinanteils und/oder 
desPhe-Insulinanteils und/oder C-Peptidanteils und Anteil 
des Insulin-Derivats der Formel I in kristalliner Form, 
jeweils ein weiterer beliebiger Teil des Insulinanteils 
und/oder Proinsulinanteils und/oder desPhe-Insulinanteils 
und/oder C-Peptidanteil und des Anteils des Insulin- 
Derivats der Formel I in arnorpher Form sowie jeweils der 
Rest des Insulinanteils und/oder Proinsulin und/oder 
desPhe-Insulinanteils und/oder C-Peptidanteils und des 
Anteils des Insulin-Derivats der Formel I in geloster 
Form vorliegt. 

19. Mittel geraaft einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Zubereitung eines der bekannten 
Hilfsmittel mit verzogernder Wirkung in geeigneten 
Mengen, enthalt. 

20. Mittel geraafi Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi 
dieses Verzogerungsprinzip in Kombination mit dera ge- 
samten* Wirkstof fanteil oder rait Teilen davon angewandt 

♦ wird: 

2v. Mittel gemaft einem der Anspriiche 19 oder 20, dadurch 
■ gekennzeichnet, dafi es Insulin und/oder Proinsulin 
und/oder desPhe-Insulin und/oder C-Peptid und Insulin- 
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Derivat der Forrael I in {Combination mit mehreren ver- 
schiedenen verzogernd wirkenden Hilfsstoffen enthalt. 

2 2. Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemafi einera der 

5 AQ^^P^e "%is :2 1, dadurch gekennzeichnet, daB man die 

. Wifcfc a toT f ko^bi n a t io n in eine geeignete Darreichungsform 

• : $Mng£.: ;jV|.- 

23, Verwendung eines Arzneimittels gemSft einem der Ansprttche 
10 1 Ms 21 zyr Behandlung des Diabetes mellitus. 
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1. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
. aus einem physiologisch unbedenklichen TrSger und einer 
Wirkstoffkombination aus 

a) einem Insulin-Derivat der Formel I 



R 1 - 



A1 - 


|-s - s- 


A21 




- Gly 


A-Kette 


Asn - OH 






I 
i 


I 

S 




B2 


S 

I 


I 

s 

I 


B29 


Val 


B-Kette 







. (I) 



-r3°-r31 



in welcher 
1 



30 



,31 



R 1 H oder H-Phe bedeutet, 

fiir den Rest einer neutralen, genetisch kodier- 
baren L-Aininosaure steht und 

fiir eine physiologisch unbedenkliche organische 
Gruppe basischen Charakters rait bis zu 50 C-Atomen 
steht, an deren Aufbau 0 bis 3 OL-Aminosauren 
beteiligt sind und deren gegebenenfalls vorhandene 
endstandige. Carboxyfunktion frei, als Ester- 
funktion, als Anjidf unktion , als Lacton oder zu 
CH 2 0H "reduziert vorliegen kann, 



mit einem isoelektrischen Piinkt zwisohen 5,8 und 8,5, 

und * . \ v 
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b) einem Insulin der Formel I 
in welcher 

R 1 H Oder H-PHE bedeutet, 
R 30 fiir Ala, Thr Oder Ser steht und 
R 31 OH bedeutet, 

oder physiologisch unbedenklichen Salzendavon; sowie 
ggf. Proinsulin und ggf. C-Peptid f dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man diese in eine geeignete Darreichungs- 
form bringt. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein Mittel herstellt, worin in dera unter a) ge- 
nannten Insulin-Derivat der Formel I 

15 R 31 fiir einen Rest der Formel -X n ~S steht, 

in welchem , 
n = 0,1,2 oder 3 ist, 

X fiir gleiche oder verschiedene Reste natiirlich 
vorkoromender neutraler oder basischer L-Amino- 

20 sauren und/oder der diesen entsprechenden D-Amino- 

sauren steht und 
S OH oder eine physiologisch unbedenkliche , die 

Carboxygruppe blockierende Gruppe bedeutet, die, 
falls n = 0 ist, einen positiv geladenen oder 

25 protonierbaren basischen Rest tragt oder, falls n 

0 ist, einen solchen Rest tragen kann und worin 
der C-Terminus 



30 



-X-S auch fiir den Rest einer zum entsprechenden 

Alkohol reduzierten Arainosaure oder, im Falle 
n = 2 oder 3, fiir den Homoserinlacton-Rest stehen 
kann. 
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3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
dafi man ein 'Mittel herstellt, worin im Insulin-Derivat 
und im Insulin der Formel I R fiir H-Phe steht. 

5 4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 

gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin in 

dem unter 1 a) genannten Insulin-Derivat der Formel I 
30 

R m fur Ala, Thr oder Ser steht. 

1*0 5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 

gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin in 
dem unter 1 a) genannten Insulin-Derivat der Formel I 
die Aminosaurereste X in der L-Konf iguration vorliegen. 

15 6, Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin in 
dem unter 1 a) genannten Insvilin-Derivat 
der Formel I S fiir OH, (C 1 bis C^-Alkoxy, (C^ 
bis C 6 )-Cycloalkylcxy, NH 2 , Di-^ bis Cg)-alkyl- 
amino ,(C^ bis Cg J-Alkylamino, Araino-CC^ bis 
C^)-alkoxy, (C^ bis )-Alkylaraino- ( C 2 bis 
Cg)-alkoxy, Di(C^ bis )-alkylamino-(C2 bis 
Cg)-alkoxy, Tri(C 1 bis )ammonio-(C 2 bis 
C^)alkoxy, Amino-(C 2 bis )-alkylamin , C (C-j bis 

)-alkylamino .7~(C 2 bis )-alkylamino , £~Di(C-| 
bis )-alkylamino .7-(C 2 bis Cg)-alkylamino oder 
rffTri-CCj bis ) alkylamraonio 7-(C 2 bis Cg)-alkyl- 
amino steht. 



20 



25 



30 



35 



7. Verfahren' gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin 
•in dem unter 1a) genannten Insulin-Derivat der Formel I 
X einen Rest einer naturlich vorkommenden basischen 
Aminosaure, wie Lys, Arg, His, Cit, Orn oder Hyl und/ 
oder deren D-Formen bedeutet. 
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8. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet r daB ein Mittel hergestellt wird, 
welches Insulin-B31-Arg-OH oder Insulin-B31-Arg-Arg-0H 
enthSlt. 

5 

9. Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
mehrere verschiedehe Insulin-Derivate der Formel I 
und/oder mehrere verschiedene Insuline der Formel I 

10 enthSlt. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
ein Proinsulin oder Proinsulin-analoges und/oder 

15 humanes C-Peptid enthSlt. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch 
' gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin 

die Mischungsverhaltnisse zwischen nativem Insulin 

20 und/oder Proinsulin und/oder des-Phe-Insulin und/oder 

C-Peptid und Insulinderivat sich im Bereich 0 bis 99 

Prozent Insulin und 0 bis 99 Prozent Proinsulin 

B1 

und 0 -99 Prozent des-Phe -Insulin und 0-99 Prozent 
C-Peptid und 1 bis 100 Prozent Insulin-Derivat der 
25 Formel I (bezogen auf die Gesamtmenge dieser Peptide) 

bewegen. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
einen pH zwischen 2,5 und 8,5 aufweist, und dabei als 
Losung oder Suspension vorliegt und ein geeignetes 
Isotonie-Mittel in der ublichen Menge sowie. ein 
geeignetes Konservierungsmittel in geeigneter Menge 
enthSlt. ' 



30 
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13. Verfahren gemSB einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
zusatzlich eine geeignete Menge einer geeigneten Puffer- 
sub s tan z enthalt, wenn der pH-Wert zwischen 5,0 und 

5 8,5 liegt. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 13/ dadurch 
... gekennzeichnet, daB man ein- Mittel herstellt, welches 

eine geeignete Menge eines geeigneten Stabilisators 
10 enthSlt, der die Prazipitation von Protein bei 

thermisch-mechanischer Belastung bei Kontakt mit 
verschiedenen Materialmen verhindert. 

15. Verfahren gemaB einem der Ansprilche 1 bis 14, dadurch 
15 gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 

eine geeignete Menge Zink enthalt, die zwischen 0 und 
100 jig/100 Einheiten liegen kann. 

16. Verfahren gemaB einem. der Anspruche 1 bis 15 , dadurch 
20 gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin 

Insulin und/oder Proinsulin und/oder desPhe -Insulin 
und/oder C-Peptid und Insulin-Derivat der Formel I 
in Form eines Alkaiisalzes oder des Ammoniumsalzes 
eingesetzt werden. 

25 

17. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin 

Insulinanteil und/oder Froinsulinanteil und/oder 
B 1 

desPhe -Insulinanteil und/oder OPeptidanteil und 
30 Anteil des Insulin-Derivats der Formel I unabhangig 

' voneinander jeweils in geloster, amorpher und/oder 
. kristalliner Form vorliegen konnen. 



35 



18. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin 
jeweils ein beliebiger Teil des 
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Insulinan teils und/oder Proinsulinanteils und/oder 
desPhe-Insulinanteils und/oder C-Peptidanteils und Anteil 
des Insulin-Derivats der Formel I in kristalliner Form, 
jeweils ein weiterer beliebiger Teil des Insulinanteils 

5 und/oder ..Proinsulinanteils und/oder desPhe-Insulinanteils 
und/oder C-Peptidanteil und des Anteils des Insulin- 
Derivats.;der Forrael I in amorpher Form sowie jeweils der 
Rest des Insulinanteils und/bder Proinsulin und/oder 
desPhe-Irisulinanteils und/oder C-Peptidanteils und des 

10 Anteils des Insulin-Derivats der Forrael I in ^geloster 
Form vorliegt. 

19. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 

15 eines der bekannten Hilf smittel mit verzogernder Wirkung 
. in geeigneten Mengen enthSlt. 

■. c 

20. Verfahren gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB 
dieses Verzogerungsprinzip in Kombination mit dem ge- 

20 samten Wirks toff an teil oder mit Teilen davon angewandt 
wird. 

21 . Verfahren gemaB einem der Anspruche 19 oder 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches In- 

25 sulin und/oder Proinsulin und/oder desPhe-Insulin und/ 

oder C-Peptid und Insulin-Derivat der Formel I in Kombi- 
nation mit mehreren verschiedenen verzogernd wirkenden 
Hilf sstof fen enthSlt. 
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